The Study on the Secondary Metabolites from Endophytic Fungi of Camptotheca acuminata and the Study on Fibroblast Growth Factor-Mammalian Target of Rapamycin Signaling Pathway by 林翔
学校编号：10384                                分类号      密级       







The Study on the Secondary Metabolites from Endophytic Fungi of 
Camptotheca acuminata and the Study on Fibroblast Growth 
Factor-Mammalian Target of Rapamycin Signaling Pathway 
林 翔 
指导教师姓名：  苏文金      教 授 
                王  奋      教 授 
                沈月毛      教 授 
专  业  名  称：  微   生   物   学 
论文提交日期：  2010 年 6 月 
论文答辩日期：  2010 年 7 月 
学位授予日期：  2010 年  月   日 
答辩委员会主席： 
评    阅    人： 














































































（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）： 






























摘要 .................................................... I 
Abstract .............................................. III 
常用英文缩写词 .......................................... V 
第一章 前言 ............................................. 1 
1 植物内生真菌及其次级代谢产物 ................................ 1 
1.1 植物内生真菌 ............................................. 1 
1.2 植物内生真菌的普遍性和多样性 ............................. 2 
1.3 植物内生真菌与宿主植物 ................................... 2 
1.4 近 5 年来从植物内生真菌中发现的部分活性成分 .............. 5 
1.4.1 抗菌类化合物 ....................................... 6 
1.4.2 抗肿瘤化合物 ....................................... 7 
1.4.3 酶抑制剂 .......................................... 13 
1.4.4 抗病毒化合物 ...................................... 16 
1.4.5 抗虫化合物 ........................................ 18 
1.4.6 其他活性化合物 .................................... 21 
2 喜树植物内生真菌次级代谢产物的研究进展 ......................22 
2.1 喜树 .................................................... 22 
2.2 国内外喜树植物内生真菌研究进展 .......................... 23 
3 成纤维细胞生长因子与哺乳动物雷帕霉素信号通路 ................28 
3.1 成纤维细胞生长因子信号通路 .............................. 28 
3.1.1 成纤维细胞生长因子 ................................ 28 
3.1.2 成纤维细胞生长因子受体 ............................ 30 
3.1.3 成纤维生长因子受体底物蛋白 2•  ..................... 32 
3.2 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白 .................................. 34 
3.2.1 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白的结构 ...................... 34 
3.2.2 mTOR 复合物 ..................................... 36 
3.2.3 mTORC1 与细胞自噬 ............................... 37 
4 本课题研究目的、意义和内容 ..................................38 
4.1 喜树内生真菌次级代谢产物 ................................ 38 
4.2 成纤维细胞生长因子与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路 ...... 39 
第二章 材料与方法 ...................................... 41 
1 材 料 ......................................................41 
1.1 植物样品 ................................................ 41 
1.2 拮抗测定指示菌 .......................................... 41 
















1.4 常用试剂 ................................................ 41 
1.5 常用培养基 .............................................. 44 
1.6 主要试剂及耗材 .......................................... 45 
1.7 主要仪器 ................................................ 46 
2 方 法 ......................................................48 
2.1 技术路线 ................................................ 48 
2.2 菌株分离 ................................................ 48 
2.3 菌株鉴定 ................................................ 48 
2.3.1 常规分类鉴定方法 .................................. 48 
2.3.2 菌株 rDNA 基因 ITS 区的测序分析 .................. 49 
2.3.2.1 真菌 DNA 的提取 ............................ 49 
2.3.2.2 PCR 扩增及测序 .............................. 49 
2.3.3 喜树植物内生真菌进化发育树的建立 .................. 50 
2.4 菌株的保藏 .............................................. 50 
2.4.1 斜面低温保藏法 .................................... 50 
2.4.2 液体石蜡保藏法 .................................... 50 
2.4.3 甘油冷冻保藏法 .................................... 51 
2.4.4 菌株的活化 ........................................ 51 
2.5 生物活性的测定 .......................................... 51 
2.5.1 肿瘤细胞培养 ...................................... 51 
2.5.2 抗肿瘤活性测定 .................................... 52 
2.5.3 抗菌活性测定 ...................................... 52 
2.5.4 胰蛋白酶抑制活性的测定 ............................ 53 
2.6 天然产物的分离纯化 ...................................... 54 
2.6.1薄层层析 ........................................... 54 
2.6.2 硅胶柱层析 ........................................ 54 
2.6.3 反相硅胶柱层析 .................................... 55 
2.6.4 凝胶柱 Sephadex LH-20 层析 ........................ 55 
2.6.5 重结晶 ............................................ 55 
2.7 化合物的结构鉴定 ........................................ 56 
2.7.1 核磁共振 .......................................... 56 
2.7.2 质谱 .............................................. 56 
2.7.3 X-Ray 单晶衍射分析 ................................ 56 
2.7.4 紫外吸收波长及红外测定 ............................ 56 
2.7.5 旋光测定 .......................................... 56 
2.8 大肠杆菌感受态细胞的制备 ................................ 57 
2.9 质粒 DNA 的转化 ....................................... 57 
2.10 质粒 DNA 的瞬时转染 .................................. 58 
2.11 细胞 DNA 样品制备 .................................... 58 
2.12 细胞 RNA 提取 ........................................ 58 
2.13 反转录 PCR ............................................ 58 
2.14 腺病毒的小规模扩增 ..................................... 58 
2.15 荧光激发细胞筛选 ....................................... 59 
















2.17 小鼠原代成纤维细胞的分离 ............................... 59 
2.18 小鼠成纤维细胞的无限增殖化 ............................. 60 
第三章 结果与分析 ...................................... 61 
1 喜树内生真菌的分离, 鉴定及活性菌株筛选 ......................61 
1.1 样品采集及内生真菌的分离 ................................ 61 
1.2 喜树内生真菌活性菌株的初筛 .............................. 61 
1.2.1 抗菌活性菌株的初筛 ................................ 61 
1.2.2 抗肿瘤模型初筛 .................................... 63 
1.2.3 胰蛋白酶抑制剂模型初筛 ............................ 64 
1.3 喜树内生真菌菌株固体发酵培养基的筛选 .................... 64 
1.3.1 喜树内生真菌菌株固体小量发酵粗提物的制备 .......... 64 
1.3.2 喜树内生真菌菌株小量固体发酵粗提物生物活性分析 .... 64 
1.3.2.1 固体小量发酵粗提物的抗菌活性 ................. 64 
1.3.2.2 固体小量发酵粗提物的抗肿瘤活性 ............... 69 
1.3.2.3 固体小量发酵粗提物的蛋白酶抑制剂活性 ......... 69 
1.4 喜树内生真菌的鉴定分析 ................................. 70 
1.4.1 传统形态学分析结果 ................................ 70 
1.4.2 部分无孢目内生真菌的分子生物学鉴定及分析 .......... 72 
2 喜树内生真菌次级代谢产物 ....................................75 
2.1 XZ-18 菌株次级代谢产物 ................................. 75 
2.1.1 XZ-18 菌株的发酵及培养物处理 ...................... 75 
2.1.2 XZ-18 菌株发酵产物的分离纯化 ...................... 76 
2.1.3 XZ-18 菌株次级代谢产物结构解析 .................... 78 
2.1.3.1 化合物 e01 ................................... 78 
2.1.3.2 化合物 Linx2 ................................. 81 
2.1.3.3 化合物 Linx9 ................................. 83 
2.1.3.4 化合物 Linx8 ................................. 85 
2.1.3.5 化合物 Linx12 ................................ 88 
2.1.3.6 化合物 Linx27 ................................ 90 
2.1.3.7 化合物 Linx26a 和化合物 Linx26b .............. 92 
2.2 SXZ-23 菌株次级代谢产物 ................................ 96 
2.2.1 SXZ-23 菌株的发酵及培养物处理 ..................... 96 
2.2.2 SXZ-23 菌株发酵产物的分离纯化 ..................... 97 
2.2.3 SXZ-23 菌株次级代谢产物结构解析 ................... 99 
2.2.3.1 化合物 23-1 .................................. 99 
2.2.3.2 化合物 23-5 ................................. 103 
2.2.3.3 化合物 23-6 ................................. 103 
2.2.3.4 化合物 23-4 ................................. 104 
2.2.3.5 化合物 23-8 ................................. 109 
2.2.3.6 化合物 23-12 ................................ 114 
2.3 NXZ-05 菌株次级代谢产物 .............................. 115 
2.3.1 NXZ-05 菌株的发酵及培养物处理 ................... 115 
















2.3.3 NXZ-05 次级代谢产物的结构解析 ................... 117 
2.3.3.1 化合物 05-1 ................................. 117 
2.3.3.2 化合物 LinxA ............................... 119 
2.3.3.3 化合物 LinxC ............................... 120 
2.4 XZ-01 菌株次级代谢产物 ................................ 122 
2.4.1 XZ-01 菌株的发酵 ................................ 122 
2.4.2 菌株 XZ-01 的发酵产物的分离 ..................... 122 
2.4.3 菌株 XZ-01 次级代谢产物结构解析 ................. 123 
2.4.3.1 化合物 01-1 ................................. 123 
2.4.3.2 化合物 01-2 ................................. 125 
2.5 化合物的细胞毒活性 ..................................... 126 
3 FGF 激活 mTOR 信号并抑制饥饿引起的细胞自噬 ................................... 129 
3.1 FRS2• flox/flox MEF 和 FRS2• -/- MEF 细胞株的建立 ........... 129 
3.1.1 FRS2• flox/flox MEF 和 FRS2• -/- MEF 的基因型 ........... 129 
3.1.2 FRS2•  在 FRS2• flox/flox MEF 和 FRS2• -/- MEF 内的表达 131 
3.2 FGF 能激活 mTOR 信号.................................. 131 
3.2.1 FGF2 激活 mTORC1 和 mTORC2 ................... 131 
3.2.2 FGF2 通过 PI3K/Akt 通路激活 mTORC1 ............. 133 
3.2.3 FRS2•  是 FGF-mTOR 信号通路中的必需蛋白 ......... 133 
3.3 FGF2 能够抑制饥饿引起的细胞自噬 ........................ 135 
3.3.1 FGF2 通过激活 mTORC1 抑制饥饿引起的细胞自噬 ... 135 
3.3.2 FRS2•  对细胞自噬的影响 .......................... 136 
3.3.3 FGFR1 在 FGF 信号抑制细胞自噬过程中是必需的受体 138 
第四章 讨论与结论 ..................................... 141 
1 喜树内生真菌的研究 ........................................ 141 
1.1 喜树内生真菌的多样性 ................................... 141 
1.2 喜树内生真菌的次级代谢产物及其生物活性 ................. 142 
1.2.1 细胞松弛素类化合物 ............................... 142 
1.2.2 聚酮类化合物 ..................................... 143 
1.2.3 其他化合物 ....................................... 144 
2 成纤维生长因子与哺乳动物雷帕霉素靶蛋白信号通路 ............. 145 
3 结论与展望 ................................................ 146 
参考文献 .............................................. 149 


















Abstract(in Chinese) .................................... I 
Abstract(in English) ................................... III 
Abbreviations .......................................... V 
Ⅰ Introduction ......................................... 1 
1 Endophytic fungi and their secondary metabolites ............ 1 
1.1 Endophytic fungi .................................................................................... 1 
1.2 The universality and diversity of endophytic fungi ................................. 2 
1.3 Endophytic fungi and their plant hosts .................................................... 2 
1.4 Compounds with bioactivity isolated from endophytic fungi .................. 5 
1.4.1 Antimicrobe compounds ............................................................... 6 
1.4.2 Antitumor compounds .................................................................. 7 
1.4.3 Enzyme inhibitor .........................................................................13 
1.4.4 Virus inhibitor .............................................................................16 
1.4.5 Parasite inhibitor..........................................................................18 
1.4.6 Other bioactive compounds .........................................................21 
2 Advance on endophtic fungi of Camptotheca acuminata and their 
secondary metabolites .................................................................................22 
2.1 Camptotheca acuminata. .......................................................................22 
2.2 Advance on endophtic fungi of Camptotheca acuminata. ......................23 
3 Fibroblast growth factor and mammalian target of rapamycin 
signaling pathway ............................................28 
3.1 Fibroblast growth factor signaling pathway ...........................................28 
3.1.1 Fibroblast growth factor...............................................................28 
3.1.2 Fibroblast growth factor receptor .................................................30 
3.1.3 Fibroblast growth factor receptor substrate 2•  .............................32 
3.2 Mammalian target of rapamycin ............................................................34 
3.2.1 The structure of mammalian target of rapamycin .........................34 
3.2.2 mTOR complexes ........................................................................36 
3.2.3 mTORC1 and autophagy .............................................................37 
4 Purpose, contents and significance of this thesis ...........38 
4.1 Endophtic fungi of Camptotheca acuminata and their secondary 
metabolites ..................................................................................................38 
4.2 Fibroblast growth factor and mammalian target of rapamycin signaling 
pathway ......................................................................................................39 
Ⅱ Meterials and methods ................................ 41 
















2 Methods ....................................................48 
Ⅲ Rusults and analysis................................. 61 
1 Isolation, identification and screen for bioactive strains ...61 
1.1 Isolation ................................................61 
1.2 Preliminary screen..................................................................................61 
1.3 Screen of medium for solid fermentation ........................64 
1.4 Identification .............................................70 
2 Secondary metabolites of strains isolated from Camptotheca 
acuminata. ...................................................75 
2.1 Secondary metabolites of strain XZ-18 ..................................................75 
2.1.1 Fermentation and extraction of strain XZ-18 ................................75 
2.1.2 Isolation of metabolites of strain XZ-18 .......................................76 
2.1.3 Compounds isolated from strain XZ-18 .......................................78 
2.1.3.1 Compound e01 ...................................................................78 
2.1.3.2 Compound Linx2 ...............................................................81 
2.1.3.3 Compound Linx9 ...............................................................83 
2.1.3.4 Compound Linx8 ...............................................................85 
2.1.3.5 Compound Linx12 .............................................................88 
2.1.3.6 Compound Linx27 .............................................................90 
2.1.3.7 Compound Linx26a and Compound Linx26b .....................92 
2.2 Secondary metabolites of strain SXZ-23 ................................................96 
2.2.1 Fermentation and extraction of strain SXZ-23..............................96 
2.2.2 Isolation of metabolites of strain SXZ-23.....................................97 
2.2.3 Compounds isolated from strain SXZ-23 .....................................99 
2.2.3.1 Compound 23-1 .................................................................99 
2.2.3.2 Compound 23-5 ............................................................... 103 
2.2.3.3 Compound 23-6 ............................................................... 103 
2.2.3.4 Compound 23-4 ............................................................... 104 
2.2.3.5 Compound 23-8 ............................................................... 109 
2.2.3.6 Compound 23-12 ............................................................. 114 
2.3 Secondary metabolites of strain NXZ-05 ............................................. 115 
2.3.1 Fermentation and extraction of strain NXZ-05 ........................... 115 
2.3.2 Isolation of metabolites of strain NXZ-05 .................................. 116 
2.3.3 Compounds isolated from strain NXZ-05 .................................. 117 
2.3.3.1 Compound 05-1 ............................................................... 117 
2.3.3.2 Compound LinxA ............................................................ 119 
2.3.3.3 Compound LinxC ............................................................ 120 
2.4 Secondary metabolites of strain XZ-01 ................................................ 122 
2.4.1 Fermentation and extraction of strain XZ-01 .............................. 122 
2.4.2 Isolation of metabolites of strain XZ-01 ..................................... 122 
2.4.3 Compounds isolated from strain XZ-01 ..................................... 123 
2.4.3.1 Compound 01-1 ............................................................... 123 
















2.5 Cytotoxicity of compounds ................................................................. 126 
3 FGF2 inhibit starvation-induced autophagy by activating mTORC1
 ............................................................ 129 
3.1 FRS2• flox/flox MEF and FRS2• -/- MEF cell lines ................................... 129 
3.1.1 The genotype of FRS2• flox/flox MEF and FRS2• -/- MEF .............. 129 
3.1.2 The expression of FRS2•  in FRS2• flox/flox MEF and FRS2• -/- MEF
........................................................................................................... 131 
3.2 FGF activate mTOR ............................................................................ 131 
3.2.1 FGF2 activate mTORC1 and mTORC2 ..................................... 131 
3.2.2 FGF2 activate mTORC1 via PI3K/Akt pathway ........................ 133 
3.2.3 FRS2•  was essential in FGF-mTOR pathway ............................ 133 
3.3 FGF2 inhibit starvation-induced autophagy ......................................... 135 
3.3.1 FGF2 inhibit starvation-induced autophagy by activating mTORC1
 ......................................................................................................... 135 
3.3.2 The impact of FRS2•  in autophagy ............................................ 136 
3.3.3 FGFR1 was essential in FGF-mTOR-autophagy pathway .......... 138 
Ⅳ Discussions and Conclusions ......................... 141 
1 The study on endophytic fungi isolated from Camptotheca acuminata.
 ............................................................ 141 
1.1 The diverisity of endophytic fungi isolated from Camptotheca acuminata.
 ................................................................................................................. 141 
1.2 Secondary metabolites and their acitivity............................................. 142 
1.2.1 Cytochalasins ............................................................................ 142 
1.2.2 Polyketides ................................................................................ 143 
1.2.3 Other compounds ...................................................................... 144 
2 FGF-mOTR signaling pathway ................................. 145 
3 Conclusion and expectation ................................. 146 
References ............................................ 149 



































喜树为珙桐科植物, 是我国特有种。喜树能产生 DNA 拓扑异构酶 I 抑制
物喜树碱。目前国内有关喜树内生真菌的研究主要关注于菌株的分离鉴定, 有关
喜树内生真菌次级代谢产物的系统研究十分鲜见。 
从喜树的枝条, 树皮和根部共分离到 174 株内生真菌。用形态学方法对其
分类发现这些真菌分属于 18 个种属, 其中不产孢类型(48.9%),交链孢属(12.6%), 
拟茎点霉属(6.9%), 葚孢属(6.3%), 拟青霉属(4.6%)以及镰刀霉属 (4.6%)为主要
类群。ITS rDNA 分析显示主要的不产孢类群为核菌纲和子囊菌纲或者其无性型
腔孢纲。 




分离得到 19 个化合物，包括 8 个新结构。实验结果证明喜树内生真菌能产生
新的或者具有生物活性的化合物, 是药物先导化合物开发的重要资源。 
哺乳动物雷帕霉素靶蛋白是一个保守的 Ser/Thr 蛋白激酶, 它在细胞生长, 
细胞周期调控, 营养物质输入以及蛋白质合成等方面均具有重要的作用。成纤维
细胞生长因子是一类重要的生长因子, 在血管生成, 伤口愈合以及胚胎发育中均
起着重要作用。研究显示, 胰岛素, 胰岛素样生长因子(insulin like growth factor, 
IGF), 表皮细胞生长因子 (Epidermal Growth Factor, EGF), 血小板衍生因子

















用无血清培养基培养 FRS2• flox/flox MEF 细胞, 然后用 FGF2 刺激。Western 
blotting 结果显示 mTORC1 和 mTORC2 都被激活, 而且这种激活是时间和剂
量依赖性的。抑制剂实验证明 FGF 信号激活 mTOR 信号通路通过 PI3K/Akt 
通路而不是 MAPK 通路。此外, FGF 通过或 mTORC1 来抑制饥饿引起的细胞
自噬。用  Cre-LoxP 系统敲除  FRS2•  基因 , 得到  FRS2• -/- MEF 细胞。在 
FRS2• -/- MEF 细胞中, FGF 的刺激不能激活 mTOR 通路。转染不同的 FRS2•  
突变质粒到 FRS2• -/- MEF 细胞中, 实验结果表明, FRS2•  磷酸化位点 Y349 和 
Y392 在 FGF2 激活 mTOR 通路并抑制细胞自噬这一过程中是必需的。 
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